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RESUMO

O traumatismo cranioencefalico (TCE) ¢ definido por uma altera¢éo na fungdo normal do cé-
rebro, causada por forcas externas. Apos o TCE, ocorre ativacéo de diferentes cascatas de even-
tos neurotdxicos que culminam com neurodegeneracéo e disfungdes cognitivas. A nivel sisté-
mico, a ocorréncia de hiperglicemia é o efeito mais comum po6s-TCE e esta fortemente associ-
ada com o aumento da mortalidade e piora no prognostico clinico. Dessa forma, a hiperglicemia
atua como um facilitador dos mecanismos de dano secundario. A administracdo de insulina
periférica, em casos de hiperglicemia pés-TCE, mostra-se benéfica na recuperacdo e melhora
cognitiva do paciente. Atualmente tem se demonstrado que a insulina é capaz de se ligar aos
seus receptores, em células neuronais, e exercer efeitos neuroprotetores, que, conceitualmente,
poderiam melhorar a sobrevida celular pds-TCE. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos do tratamento com insulina em modelo animal de TCE por andlises in vivo e ex vivo.
Quanto as analises in vivo, utilizamos modelos animais de hiperglicemia induzida por farmaco
(streptozotocina), e ap6s, 0s animais foram submetidos ao tratamento com insulina ou salina,
com posterior indugdo do TCE, pela técnica de Impacto Cortical Controlado (ICC). Observa-
mos que a hiperglicemia promove aumento da mortalidade no TCE e déficit na memdria de
reconhecimento, efeitos que foram prevenidos com o tratamento com insulina. A literatura é
consistente na associagdo entre o aumento da mortalidade em casos de hiperglicemia no TCE,
além de se observar maior taxa de mortalidade em pacientes diabéticos insulinodependentes,
que sofrem trauma, em relacdo aos insulino independentes. Estudos mostram que a insulina
apresenta efeitos positivos na cognicdo e sua sinalizacdo é importante para formacdo e manu-
tencdo das memorias, premissas que podem explicar o efeito positivo da insulina na prevencao
do déficit na memoria de reconhecimento. Dessa forma, para avaliarmos os efeitos agudos desse
hormonio, pés-TCE, realizamos ensaio ex vivo para visualizar a resposta das células frente a
suplementacdo com insulina e isolar os efeitos desse horménio a nivel de Sistema Nervoso
Central (SNC). Fatias hipocampais foram expostas a meios com concentracdo normal e alta de
glicose, e suplementadas com insulina. Observamos aumento na razdo do imunocontetdo de
pIRS-15¢%12/IRS-1, na presenca do horménio, somente no grupo sham, indicando responsivi-
dade das células hipocampais a adi¢do de insulina neste grupo, contrario ao observado no grupo
TCE, fato que pode estar associado a resisténcia cerebral a insulina no TCE. Ha disfuncdo mi-
tocondrial pds-TCE evidenciado pela redugdo do consumo de oxigénio no grupo TCE em rela-
¢do ao sham, quando as mitocdndrias sdo desafiadas com substratos e inibidores da cadeia de
transporte de elétrons. Esses efeitos ndo estdo associados a um aumento na producédo de H20>
e adicdo de insulina ndo apresentou efeitos benéficos significativos. Embora haja disfuncao
mitocondrial e sabe-se que esse efeito pode estar associada a perda de funcionalidade e morta-
lidade neuronal, esse estudo ndo evidenciou alterac@es na viabilidade celular. Em face aos nos-
sos resultados, concluimos que héa efeito sinérgico da hiperglicemia e 0 TCE no aumento da
mortalidade e déficit na memoria de reconhecimento, efeitos prevenidos pelo tratamento com
insulina. Agudamente, verificamos que o consumo mitocondrial de oxigénio basal e a viabili-
dade celular ndo séo alterados apds o TCE. Porém evidencia-se a presenca de déficit mitocon-
drial no hipocampo 24 h apds o TCE, dado pela reducdo do consumo de oxigénio em resposta
a adicdo de ADP em condigGes saturantes, quando comparado ao grupo sham; a presenca de
insulina anulou essas diferengas. Dessa forma, ressalta-se a importancia da insulina na manu-
tengdo das funcdes metabolicas e de memoria no TCE.

Palavras-chave: TCE. Hiperglicemia. Insulina. Memoria de reconhecimento.



ABSTRACT

Traumatic brain injury (TBI) occurs when an external force or object penetrates and damage
the brain tissue. After a TBI event, there is an activation of several cascades of neurotoxic events
that lead to neurodegeneration and cognitive dysfunctions. Hyperglycemia is the most common
post-TBI effect, and it is strongly associated with the increase in mortality and worse clinical
prognosis. Also, hyperglycemia facilitates the secondary damage mechanisms post-TBI. Ad-
ministration of peripheral insulin in TBI patients with hyperglycemia is beneficial to improve
the clinical prognosis and cognition. It has been shown that insulin can be able to bind its re-
ceptors on neuronal cells and perform neuroprotective effects improvising post-TBI cell sur-
vival. The objective of this study was to evaluate the impact of insulin treatment in an animal
TBI model, using in vivo and ex vivo experiments. In in vivo experiments, first, the animals
were submitted to a model of hyperglycemia, induced by Streptozotocin. After that, the animals
received treatment with insulin or saline, and then they were submitted to a TBI model. We
observed that hyperglycemia increased the mortality and also cause a deficit of recognition
memory in TBI animals. These effects were prevented by insulin treatment. Several studies
have been associated with the increased of mortality in hyperglycemic patients that suffer TBI,
and also higher mortality rate in insulin-dependent diabetic patients, who suffer trauma com-
paring to independent insulin diabetic patients. Studies have shown that insulin has positive
effects on cognition and its signaling is important for the formation and support of memories,
premises that may explain the positive effect of insulin in the prevention of recognition memory
deficit. Thus, to isolate brain effects and also to evaluate the effects of both hyperglycemia and
insulin on the Central Nervous System (CNS) after TBI, an ex vivo protocol was developed.
Twenty-four hours after TBI, hippocampal slices were exposed to a medium with normal and
high glucose concentration and supplement with insulin. We observed an increase in the ratio
of immunocontent of pIRS-1%¢%1%/IRS-1, with insulin in the medium, only at the sham group,
indicating responsiveness of hippocampal cells to the addition of insulin. The same effect was
not observed at the TBI group, a fact that may be associated with brain insulin brain resistance
after TBI. There was a reduction of oxygen consumption in the TBI group compared to the
sham group when were added substrates and inhibitors of the electron transport chain. This
result showed a mitochondrial dysfunction after TBI. These effects cannot be associated with
an increase in H20 production. Insulin supplementation did not show beneficial effects. Alt-
hough mitochondrial dysfunction is related to loss of functionality and neuronal mortality, this
study did not show changes in cellular viability. This study has shown there is a synergic effect
of hyperglycemia and TBI increasing mortality and recognition memory deficit, effects avoid
by treatment with insulin. Acutely, basal oxygen mitochondrial consumption and cell viability
were not altered after TBI. However, mitochondrial deficits in the hippocampus, 24 hours after
TBI, are shown due to the reduction of the oxygen consumption in response to the addition of
ADP in when compared to the sham group; insulin supplementation reverts these effects. Our
work emphasizes the importance of insulin in the maintenance of metabolic and memory func-
tions in the TBI.

Keywords: TBI. Hyperglycemia. Insulin. Cognitive dysfunction.
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1 INTRODUCAO

1.1. O TRAUMATISMO CRANIOENCEFALICO (TCE)

1.1.1 Definicao e epidemiologia

O traumatismo cranioencefalico (TCE) € definido como uma interrupcao na fungédo nor-
mal do encéfalo causado por forcas externas como colisdo, golpe na cabeca e/ou penetracao de
objetos no cranio que podem levar ao comprometimento temporario ou permanente de funcdes
cognitivas, fisicas e psicossociais, associado com um estado de consciéncia diminuido ou alte-
rado (CDC — Center for Disease Control and Prevention). N&o € possivel determinar a preva-
Iéncia exata, ou seja, todos 0s casos existentes de TCE, pois nem todos eles sdo documentados,
visto que a maioria das ocorréncias sdo de TCE leves, ndo fatais ou sem lesfes externas visiveis
e por isso 0s pacientes ndo procuram a assisténcia hospitalar ou, quando o fazem, podem néo
necessitar de internacdo, dessa forma, ndo entrando para as estatisticas (GARDNER et al.,
2014).

Estimativas apontam que o TCE afeta mais de 10 milhdes de pessoas por ano. No Brasil,
em 2012, o nimero de admissdes hospitalares devido ao trauma foi de 67,1/100.000 habitantes,
que gerou gasto de U$$ 84.709.145,91, apresentando taxa de letalidade de 7,44% (DE
ALMEIDA et al., 2016). Nos Estados Unidos, em 2013, ocorreram cerca de 50 mil mortes e
282 mil hospitaliza¢6es devido ao TCE, produzindo um custo anual de aproximadamente U$$
4 bilhdes ao pais, evidenciando que o TCE é um problema de saude publica e econdmico
(TAYLOR et al., 2013). De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude o TCE se tornara

uma das principais causas de morte e incapacidade até o ano de 2020 (HYDER et al., 2007).

1.1.2 Classificagdo do TCE

Os casos de TCE sao classificados em leves, moderados ou graves de acordo com uma escala
neuroldgica chamada de Escala de Coma de Glasgow (Glasgow Coma Scale, GCS), aferida
dentro das primeiras 24 horas pos-TCE. Essa escala consiste na avaliacdo de trés parametros
(tabela 1): abertura dos olhos, resposta verbal e resposta motora, sendo que para cada acdo é

atribuida uma pontuacdo. A soma de cada pontuacdo gera um valor que varia de 15 a 3 e que,
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quanto menor, mais grave é o trauma (FRIEDEN; HOURY; BALDWIN, 2015; TEASDALE;

JENNETT, 1974).

Tabela 1 - Parametros avaliados na Escala de Coma de Glasgow (GCS).

ESCALA DE COMA DE
GLASGOW
Habilidade

Abertura dos olhos (AO)
Espontanea

Ao som

A pressio

Ausente

N&o testavel**

Resposta verbal (RV)

Fala orientada

Fala confusa

Palavras, mas sem coeréncia
Sem palavras, somente sons
Ausente

Néao testavel**

Resposta motora (RM)

Normal, obedece comandos
Localizada, identifica local da dor
Flexdo normal

Flexao anormal

Extenséo

Ausente

N&o testavel**

Pontuagdo: AO+ RV+RM=32a15
TCE leve: 13-15

TCE moderado: 9-12
TCE grave: 3-8

Pontuacgdo

= N W b

NT

= N W B~ O

NT

P N W bk~ 01O

NT

**Paciente com algum tipo de limitagdo (por exemplo, pacientes intubados)

Fonte: Adaptado de GRAHAM, Teasdale. Forty years on: updating the Glasgow Coma Scale.

Nursing Times, v. 110, n. 42, p. 12-16, out 2014.
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Casos de TCE leves estdo associados a confusdo e perda leve e momentanea da memo-
ria, ao passo que os moderados e graves levam a inconsciéncia, perda de memdria por longo
periodo e letargia (GHAJAR, 2000). Entre as principais causas de TCE estdo acidentes de tran-
sito, quedas, agressoes e lesdes associadas a pratica de esportes de contato (ANDRADE et al.,
2009). A maioria dos casos de TCE deve-se a quedas; os acidentes de transito sdo responsaveis
pelo maior nimero de mortes de pacientes que sofrem trauma. J& a proporcao de casos envol-
vendo atividades relacionadas ao esporte é impreciso, devido as limitaces de dados. No en-
tanto, estimativas do Sistema Eletrénico Nacional de Vigilancia de Les6es (do inglés: National
Electronic Injury Surveillance System — All Injury Program) indicam que as principais ativida-
des esportivas associadas ao TCE sé&o ciclismo, futebol americano, basquete e futebol
(FRIEDEN; HOURY; BALDWIN, 2015). As faixas etarias de maior incidéncia compreende
0s jovens (dos 20 aos 29 anos) e os idosos (acima de70 anos), sendo os homens 3,5 vezes mais
afetados que mulheres (DE ALMEIDA et al., 2016).

1.1.3 Fisiopatologia

As lesoes fisiopatoldgicas desencadeadas pelo TCE ndo ocorrem somente ho momento
do impacto; elas podem se estender por horas ap6s a injUria e permanecer por meses ou até
anos. Didaticamente, as lesdes fisiopatoldgicas sdo classificadas em primérias e secundarias.
LesBes primarias sdo decorrentes do dano mecanico do impacto, que levam a lesdo no parén-
quima cerebral, ruptura de vasos e deformacdo de estruturas cerebrais. As lesGes secundarias
sdo caracterizadas por alteracdes cerebrais que ocorrem em resposta as lesdes primarias. Sdo
causadas devido ao edema cerebral e diminuicdo do aporte de oxigénio, culminando com a
iniciacdo de cascatas de eventos neurotdxicos como excitotoxicidade glutamatérgica, inflama-
cao persistente, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species), disfuncdo mitocondrial e ativacdo de vias apoptéticas e autofagicas que resulta em
morte neuronal (ANDRADE et al., 2009; GHAJAR, 2000).

1.1.3.1 Disfungéo mitocondrial no TCE

A mitocbndria é uma organela citoplasmatica conhecida por sua capacidade de produzir
ATP, fonte de energia para a célula. Porém suas func¢des ndo se limitam a atividade energética.
Sua atividade tambem esta relacionada a regulacdo da producao de ROS, apoptose e tampona-
mento de célcio intracelular (FISCHER et al., 2016). Desde meados dos anos 90 demostra-se
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que a disfuncdo mitocondrial est& associada com a fisiopatologia do TCE (VINK et al., 1990;
XIONG et al., 1997) (figura 1) e recentemente tem-se investido em pesquisas para potencias

estratégias terapéuticas em alvos mitocondriais.

Figura 1 - Alteracdes patoldgicas no Traumatismo Cranioencefalico (TCE).

TCE

‘ Lesao primaria

Liberacao de
aminoacido excitatorios

Influxo de
Ca*? ATP | -
——[ea*¥e | [ca*?jm t
Calpaina Caspase ROS
Inflamagio Necrose Apopt —‘ Liberacao de fatores
t pro-apoptoticos

A lesdo primaria causa lesdo fisica do tecido, alteracdo no fluxo sanguineo cerebral e como consequén-
cia, alteracdo no metabolismo e liberacdo de neurotransmissores excitatorios. Isso gera um desbalanco
na homeostasia do Ca*?, aumentando sua concentracdo no citosol (Ca*’c) e na mitocondria (Ca*’m).
Como consequéncia, ha ativacao de processos de morte celular, producao de espécies reativas de oxigé-
nio (ROS) e regulagdo de mediadores inflamatorios. Em verde destacam-se as principais alteracfes pa-

toldgicas envolvendo a mitocondria.

Fonte: Adaptado de CHENG, Gang et al. Mitochondria in traumatic brain injury and mitochon-
drial-targeted multipotential therapeutic strategies. British Journal of Pharmacology, v. 167,
n. 4, p. 699-719, abr 2012.

Ha eventos que ocorrem pés-TCE, associados a mitocdndria, que sdo importantes para
a progressao dos danos secundarios (CHENG et al., 2012; HIEBERT et al., 2015):
1) Deplecéo de energia: a reducdo do fluxo sanguineo cerebral leva a diminuicéo da producéo
e, consequente, esgotamento dos niveis de ATP celular, prejudicando a atividade das bombas
de ions dependentes de ATP.
2) Despolarizacdo da membrana da célula nervosa, levando a liberagdo excessiva de neuro-

transmissores excitatorios e ativagio doa receptores NMDA, AMPA e canais de Ca* e Na*?
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voltagem dependentes; o Ca*? é liberado de seus estoques e ocorre aumento anormal desse ion
no citoplasma e na mitocondria. O fon Ca*? é conhecido por ser ativador de varias enzimas e
vias associadas a producdo de radicais livres, regulacdo de mediadores inflamatorios e morte
celular.

3) Producéo excessiva de ROS e liberacdo de fatores pro-apoptéticos pela mitocondria, como
por exemplo citocromo-C.

A ciclosporina A (CsA) é um farmaco que promove inibi¢do do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial, formado quando a mitocondria encontra-se num ambiente de re-
ducdo da sintese de ATP, aumento da producdo de ROS e de Ca*? intracelular. Esse poro per-
mite a entrada dos fons Ca*> na mitocondria e liberagdo de proteinas pro-apoptoticas
(WALLACE; FAN; PROCACCIO, 2011). Em 1999, Okonkwo e Povlishock mostraram que o
tratamento com CsA 30 minutos antes do TCE reduz o numero de mitocondrias deformadas e,
também, a imunorreatividade para proteina APP (OKONKWO; POVLISHOCK, 1999); bem
como reduziu o volume de lesdo e do tecido necrético (SCHEFF; SULLIVAN, 1999). Dessa
forma, demostra-se que a modulacdo da atividade mitocondrial pode ser benéfica no TCE
(KULBE et al., 2017).

1.1.4 Relacgdo entre TCE e doencas neurodegenerativas

Atualmente o TCE é considerado fator de risco para o desenvolvimento de doengas neu-
rodegenerativas como encefalopatia traumaética cronica, Doenca de Parkinson (DP) e Alzheimer
(DA) (GIZA; DIFIORI, 2011; GUSKIEWICZ et al., 2005).

A encefalopatia traumatica crénica (ETC) € uma doenca neurodegenerativa fortemente
associada com multiplos e repetidos episodios de TCE, experenciado por atletas que praticam
esportes de contato como boxeadores e jogadores de futebol americano. Os primeiros sinais do
desenvolvimento dessa patologia sdo déficits cognitivos, como perda de memdria, seguido por
alteracbes motoras, na fala e por fim, a deméncia (GAVETT; STERN; MCKEE, 2012). Um
estudo da Universidade de Boston, publicado em 2017, mostra que 99% dos jogadores de fute-
bol americano da Liga Nacional de Futebol (National Football League, NFL) foram diagnosti-
cados com ETC, evidenciando a relevancia do TCE no desenvolvimento de patologias neuro-
degenerativas (MEZ et al., 2017).

Estudos post mortem demonstram acumulo de emaranhados neurofibrilares, que con-

siste em agregados de proteina Tau hiperfosforilada, em cérebros de boxeadores e veteranos de
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guerra, e acimulo de proteina precursora amiloide (APP) nos axénios (GOLDSTEIN et al.,
2013; MCKEE et al., 2009). Ainda, tem-se mostrado a presenca de fragmentos Ap neurotdxi-
cos, gerados por clivagem da APP e presenca de placas AP em pacientes que sofrem um tnico
TCE (BLENNOW; HARDY; ZETTERBERG, 2012; SMITH, 2015), sendo as alteracdes, an-
teriormente citadas, marcadores caracteristicas da DA. Outros autores revelaram acumulo de a-
sinucleina nos axonios e diminuigdo da substancia nigra em atletas boxeadores, sugerindo um
elo entre 0 TCE e a DP (IMPELLIZZERI et al., 2016; RUMALLA et al., 2016).

1.1.5 Manejo clinico dos pacientes com trauma

Hipdxia e hipotensdo sdo eventos comuns pds trauma e sdo responsaveis pelo agrava-
mento das lesdes secundarias. Portanto, 0s primeiros passos no manejo clinico desses pacientes
estdo centrados na manutencdo da oxigenacéo e suporte hemodindmico (DASH; CHAVALLI,
2018; GHAJAR, 2000; QUINN; THURMAN; WILBERGER, 2000). Avaliacdo de fatores he-
modinamicos ndo anula a necessidade de um exame neuroldgico. Em geral utiliza-se imagens
de ressonancia magnética que complementam os dados obtidos na GCS (LE ROUX, 2013).
Podem ocorrer também possiveis complica¢des como febre, convulsées, coagulopatia, hiper-
metabolismo cerebral e hiperglicemia. A hiperglicemia, em especial, é considerada uma grave
complicacdo p6s-TCE e esta associada ao aumento da mortalidade e piora no progndstico a
longo prazo (KERBY et al., 2012; KOYFMAN et al., 2018).

1.1.5.1 Hiperglicemia no TCE

A hiperglicemia no TCE é definida pelo aumento da glicose sanguinea acima de 11.1
mmol/l (200 mg/dl) nas primeiras 48 horas pds-trauma em pacientes com infusdo intravenosa
continua, livre de glicose, para manutencdo de fluido basal (MELO et al., 2010). A hiperglice-
mia é uma resposta ao estresse e um reflexo metabolico pds-TCE e esta associado com aumento
de danos cerebrais isquémicos, edema e morte celular (SHI et al., 2015). Entre os fatores rela-
cionados com o desencadeamento da hiperglicemia estdo 1) a ativacdo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal e do sistema nervoso autdbnomo simpatico, que induzem o aumento de cateco-
laminas, cortisol, glucagon e horménios do crescimento no sangue, que estimulam a glicoge-
nolise (BOSARGE et al., 2015); 2) inflamacdo sistémica, com liberacdo de TNF-o que diminui

0s niveis de genes adipocitos-especificos e aumenta os genes pré-adipécitos (RUAN et al.,
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2002). Ainda, as respostas inflamatorias aumentam o nivel do horménio liberador de cortico-
trofina (CRH) e estimulam a liberagdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) que induzem
0 aumento de glicose no sangue (GDEK-MICHALSKA et al., 2013); 3) disfuncdo da hipofise
e hipotadlamo, vitais para a homeostase de glicose, gerando aumento na gliconeogénese e redu-
c¢ao na sensibilidade a insulina (SALEHI et al., 2007).

Em um ensaio clinico de 2012, Saadat e colaboradores mostraram 75% dos pacientes
apresentaram hiperglicemia nas primeiras 24 horas e que os niveis de glicose no sangue dos
pacientes que ndo sobreviveram foram significativamente maiores nos trés primeiros dias de
internacdo, quando comparado ao grupo de sobreviventes (SAADAT et al., 2012). Assim, a
hiperglicemia precoce esté associada a desfechos desfavoraveis e a persisténcia desse estado €
um preditor da mortalidade nos pacientes (ALVIS-MIRANDA et al., 2014; FU et al., 2017,
YOUNG et al., 2017). Observa-se também que 0s pacientes que desenvolvem hiperglicemia
sdo aqueles com menores valores na GCS, indicando que a severidade do trauma é um fator
associado ao desbalango glicémico (KHAJAVIKHAN et al., 2016).

O manejo clinico para o controle da glicemia periférica se da por administracéo de in-
sulina. Porém, apesar das evidéncias de efeitos positivos, essa diretriz ainda apresenta contro-
veérsias pois ndo se tem consenso sobre qual € o nivel glicémico e a quantidade de insulina ideais
para se ter resultados benéficos, uma vez que o controle glicémico rigoroso com insulinoterapia
- manutencdo da glicemia abaixo de 110mg/dl - est& associado com o surgimento de episédios
de hipoglicemia (glicose abaixo de 40mg/dl), que gera efeitos deletérios também a nivel de
Sistema Nervoso Central (SNC) (AZEVEDO et al., 2007; EAKINS, 2009). Portanto, as conse-
quéncias diretas da hiperglicemia e intervencdes terapéuticas corretas para controlar o nivel de
glicose no sangue permanecem desconhecidas (SHERIFF; HINSON, 2015).

Um estudo com pacientes pds-trauma do Hospital Universitario de Zurique, tratados
com insulinoterapia, mostrou que a manutencao da glicose na faixa de 90 a 144 mg/dl € benéfica
na primeira semana, pois ha reducdo da taxa de mortalidade e diminuicdo da pressdo intracra-
niana (PIC). Na segunda semana, o grupo com glicemia na faixa de 63 a 117 mg/dl, foi aquele
que apresentou reducdo na incidéncia de aumentos na PIC, de infec¢des e melhora no prognés-
tico clinico, indicando que o controle glicémico necessita ser temporariamente adaptado
(MEIER et al., 2008).
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1.1.6 Insulina no Sistema Nervoso Central

Nos Ultimos anos, tem-se descoberto que o cérebro é alvo da agdo do hormdnio insulina,
teoria sustentada pela identificacdo de receptores de insulina (RI) no cérebro bem como a ca-
pacidade da passagem de insulina pela barreira hematoencefalica (BHE) e a sintese desse hor-
monio no tecido cerebral (HOPKINS; WILLIAMS, 1997; KARELINA et al., 2016). Os Rl
estdo presentes em todas as regides do cérebro; as areas de maior concentracdo sao no hipo-
campo, cértex, hipotadlamo e bulbo olfatério (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

A insulina € conhecida como o principal regulador dos niveis de glicose no sangue,
estimulando a captacao de glicose pelos tecidos periféricos, via transportador GLUT-4 (GLUT,
do inglés glucose transportes). O cérebro era considerado um 6rgdo insensivel a insulina, uma
vez que os transportadores de glicose presentes na BHE (GLUT-1) e nas células neuronais
(GLUT-1 em astrécitos; GLUT-3 em neurdnios) sdo insulino-independentes. Porém, cresce o
numero de estudos que mostram que a insulina desempenha um papel neurorregulatério, com
acao naregulacdo do comportamento alimentar, desenvolvimento neuronal, com efeitos na neu-
roplasticidade, e processos cognitivos, incluindo memoria, aprendizado e atencdo (GRAY;
MEINER; BARRETT, 2014; SHI et al., 2015).

Observa-se 0 aumento da insulina no liquido cerebroespinal (LCE) apéds infuséo de in-
sulina via intravenosa em modelos animais, comprovando que a insulina atravessa a BHE
(BANKS et al., 1997; MARGOLIS; ALTSZULER, 1967). Isso ocorre via transportador pre-
sente na BHE, por um mecanismo de saturagdo, sendo regulado por diversos fatores como gli-
cocorticoides, situagdes patofisioldgicas e estados de jejum ou alimentado (BLAZQUEZ et al.,
2014).

O nivel de insulina no LCE é determinado pela concentracdo periférica e pela produgédo
no SNC (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). A confirmacao da sintese de insulina no cére-
bro tem sido baseada em diferentes experimentos, que verificaram a presenca do peptideo-C e
de mRNA de insulina em diferentes regides do cérebro. O peptideo-C € gerado na formacéo de
insulina, por clivagem da pré-insulina, e € amplamente utilizado para dosar a producéo de in-
sulina enddgena (BLAZQUEZ et al., 2014).

1.1.6.1 Sinalizag&o de insulina
Os receptores de insulina (RI) sdo proteinas heterotetraméricas, compostos por duas su-

bunidades a e duas subunidades B, unidas por pontes dissulfeto (figura 2). Ha duas isoformas,
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IR-B e IR-A, que estdo presentes em todas as estruturas do cérebro; porém a IR-A ¢ a isoforma
de maior prevaléncia no SNC (TATULIAN, 2015).

Figura 2 - Estrutura do receptor de insulina
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Fonte: CHIU, Shu Ling; CLINE, Hollis T. Insulin receptor signaling in the development of

neuronal structure and function. Neural Development, v. 5, n. 1, p. 1-18, 2010

A insulina se liga na subunidade a do receptor ¢ promove a fosforilagédo do sitio tirosina-
cinase das subunidades B, ativando-0. O receptor € internalizado e se inicia a ativacdo das cas-
catas intracelulares dependentes de insulina. As primeiras proteinas serem fosforiladas e ativa-
das sdo as pertencentes a familia dos substratos receptor de insulina (IRS), o qual apresenta dois
subtipos: IRS-1 e IRS-2. As respostas mediadas por IRS-1 atuam nas vias de translocagéo pro-
teica, apoptose, estresse oxidativo e autofagia. Ja as respostas mediadas pela IRS-2 levam a
proliferacdo e transcricdo génica (BLAZQUEZ et al., 2014; SCHULINGKAMP et al., 2000).

A sinalizacdo de insulina é mediada por duas cascatas de sinalizacdo: PI3K-AKT, que
estdo relacionados com os processos de traducao proteica, autofagia, apoptose e estresse oxida-
tivo; e RAS-MAPK/ERK, promovendo diferenciacdo, proliferacdo e morte celular (figura 3)
(BIESSELS; REAGAN, 2015; PLUM; SCHUBERT; BRUNING, 2005).
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Figura 3 - Transdugéo de sinais e vias ativadas pela insulina e IGF-1 (Fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1).
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Fonte: BLAZQUEZ, Enrique et al. Insulin in the brain: its pathophysiological implications for
states related with central insulin resistence, type 2 diabetes and Alzheimer’s disease. Frontiers

in Endocrinology, v.5, p. 1-21, out 2014.

1.1.7 Efeitos da insulina na atividade mitocondrial

Os efeitos da insulina na atividade mitocondrial € amplamente explorada em estudos
que abordam os tecidos periféricos, como o musculo esquelético e figado e evidenciam uma
forte correlacdo entre a resisténcia a insulina e o prejuizo na fungdo mitocondrial
(MONTGOMERY; TURNER, 2014). Observa-se reducdo na atividade oxidativa e fosforilativa
da mitoc6ndria, devido a diminuicdo da atividade das enzimas oxidativas, em pacientes e mo-
delos animais com resisténcia a insulina. A presenca desse hormoénio promove aumento na ex-
pressdo de proteinas mitocondriais, atividade de enzimas oxidativas e sintese de ATP, eviden-
ciando a importancia da insulina na biogénese mitocondrial (CHENG; TSENG; WHITE, 2010).
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Além disso, a insulina apresenta efeito na regulacdo do processo de fusdo mitocondrial em car-
diomidcitos por acdo na via de sinalizacdo Akt-mTOR-NFkB-Opa-1 (PARRA et al., 2014). A
fusdo é um processo que ocorre quando a célula necessita de uma alta producdo de ATP durante
alta atividade metabdlica e/ou estresse. Formam-se redes mitocondriais estendidas, que é regu-
lado pela proteina Opa-1 (Optic Atrophy 1) e Mfn1/2 (Mitofusin1/2) (WESTERMANN, 2012).

No tecido cerebral, os estudos sdo mais escassos. Porém hé evidéncias de que a insulina
promove reducdo da producédo de perdxido pela mitocéndria e evita alteracdo no potencial de
membrana mitocondrial em mitocdndrias isoladas de cérebros de ratos (MULLER et al., 2013).
Ainda, sdo observadas alteracfes no consumo de oxigénio mitocondrial em mitocondriais ce-
rebrais de modelos animais de hiperglicemia induzido por streptozotocina (STZ), bem como
reducao na concentracdo de ATP e aumento na producdo de perdxido de hidrogénio, parametros
que foram revertidos pelo tratamento com insulina (MOREIRA et al., 2006, 2005). Dessa
forma, sugere-se a insulina como um regulador de alvos mitocondriais, podendo desempenhar
um papel importante na modulagdo da disfungdo mitocondrial observadas p6s-TCE. Porém, os
efeitos da insulina sobre a atividade mitocondrial cerebral ainda permanecem pouco claros,

sendo um tema que necessita de maior aprofundamento.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O TCE é uma patologia com alta frequéncia na sociedade e afeta fortemente a qualidade
de vida dos individuos. As lesdes associadas ao trauma geram uma gama de alteracdes no SNC
e aprimorar 0s conhecimentos acerca das vias associadas a essa patologia pode ser benéfico
para acelerar a recuperagdo do paciente, diminuir os danos cognitivos e neuroldgicos e buscar
por possiveis agentes terapéuticos. Ha muitos fatores que agravam o progndéstico do paciente,
muitos dos quais apresentam um protocolo padrdo de manejo clinico. No entanto, a hiperglice-
mia, é uma condicdo para a qual as intervencdes terapéuticas apresentam controvérsias. Sabe-
se que controlar a glicemia é extremamente importante para a melhora no prognéstico e o con-
trole glicémico com administracdo de insulina tem-se mostrado eficaz em muitos casos. A in-
sulina é conhecida por ser o principal regulador da glicemia periférica e se tem demostrado seu
efeito no SNC como agente neuroprotetor e neuromodulador. Visto que a insulina é utilizada
no tratamento de pacientes com TCE e que, além de controlar a glicemia, ela apresenta funcdes
neurometabolicas importantes, torna-se relevante estudar os efeitos associados a acdo da insu-
lina no TCE, contribuindo para o entendimento dos processos que metabolicos que ocorrem

pos-trauma.



24

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da hiperglicemia e tratamento
com insulina periférica na morbidade e mortalidade, em um modelo animal de TCE, além de
avaliar os efeitos desse horménio nos desfechos celulares associados & morte neuronal e mo-

dulacdo da neuroenergética mitocondrial pos-trauma.

1.3.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos cognitivos do tratamento com insulina e a mortalidade dos animais
pos-TCE.

- Verificar alteracGes em proteinas envolvidas na sinalizagdo de insulina tais como IR,
IRS, AKT, GSK3b.

- Avaliar viabilidade celular.

- Avaliar parametros mitocondriais de consumo de O, atividade dos complexos da ca-
deia de transporte de elétrons, producdo de perdxido de hidrogénio, potencial de membrana
mitocondrial.
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RESUMO
Apbs o traumatismo cranioencefalico (TCE), a hiperglicemia é a ocorréncia mais comum, as-
sociada ao aumento da mortalidade e piora no prognéstico clinico e neurolégico. A administra-
c¢do de insulina, nesses casos, favorece a recuperacao do paciente. Além de controlar a glicemia
periférica, esse hormdnio apresenta efeitos neurotroficos e neurometabdlicos que podem favo-
recer a recuperacdo pos-TCE. Objetivo: investigar os efeitos da insulina na cogni¢do, metabo-
lismo neuronal e desfechos celulares p6s-TCE. Para tal, utilizamos protocolos in vivo e ex vivo,
avaliando efeitos cronicos e agudos da insulina no TCE. Resultados: a curva de dose-tempo de
insulina mostrou que a dose de 20U/kg foi a mais efetiva em controlar a glicemia. Observamos
gue os animais TCE apresentam atividade hiperlocomotora além de um efeito combinado entre
TCE e hiperglicemia no aumento da mortalidade e na presenca de déficit na memoria de reco-
nhecimento, fatores que sao prevenidos pelo tratamento com insulina. Os experimentos ex vivo,
em fatias hipocampais, revelou que o tratamento com insulina foi responsivo somente no grupo
sham; ha comprometimento na sintese de ATP 24 h p6s-TCE, embora o consumo mitocondrial
de oxigénio basal ndo é alterado e ndo seja observado variac6es na viabilidade celular. Conclu-
sdo: a hiperglicemia contribui para o prejuizo na memoria de reconhecimento e aumento na
mortalidade ap6s o TCE. Ainda, o TCE leva a redu¢do no consumo de oxigénio em concentra-
cOes saturantes de ADP, indicando um possivel dano na ATP-sintase, no hipocampo, 24 h apds

o0 trauma, sendo esse efeito anulado na presenca de insulina.

Palavras chave: TCE. Hiperglicemia. Insulina. Memaria de reconhecimento
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Introducéo

O traumatismo cranioencefalico (TCE) é considerado um importante problema de satde publica
e econdmica em todo mundo.*~® Nos Estados Unidos, um terco das mortes por causas externas
sdo atribuidas ao TCE e foram registrados 2,5 milhdes de casos somente em 2010 (CDC —
Center for Disease Control and Prevention). Os danos desencadeados por essa afeccdo alteram
0 comportamento fisico, emocional e psiquico, afetando negativamente a qualidade de vida dos
individuos.®® Fisiopatologicamente, o TCE causa lesdes no parénquima cerebral e estruturas
associadas que culminam com a ativacdo de cascatas de eventos neurotdxicos como inflamacéo,
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), disfuncdo mitocondrial e ativacdo de vias

apoptaticas e autofagicas.® 3

Dentre as complicagdes secundarias ao TCE, a hiperglicemia é o evento mais comum, definida
pelo aumento da glicose sanguinea acima de 200 mg/dl nas primeiras 48 horas apds o trauma.*
Disfuncdes no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e a inflamacéo sdo algumas das alteracdes que
promovem a ativacdo da glicogendlise e 0 aumento da glicose no sangue, caracterizando o qua-
dro de hiperglicemia, efeito que esta fortemente associado com a mortalidade pds-trauma, piora
no prognostico clinico e aumento das complicacdes neuroldgicas a longo prazo.*>*° De acordo
com Saadat e colaboradores (2012), 75% dos pacientes com TCE desenvolvem hiperglicemia
dentro de 24 horas, apresentando mortalidade de 37%, contrastando com a auséncia de morta-
lidade, neste mesmo periodo, nos pacientes em que a glicemia é normal.*® Esse efeito se inten-
sifica em casos de hiperglicemia prolongada, no qual se observa mortalidade de 83% e 80% em
pacientes com persisténcia da glicose elevada por 48 e 72 horas respectivamente.?° A hipergli-
cemia propicia a ocorréncia de acidose, disturbios eletroliticos, manutencéo da inflamacéo e
alteracéo da barreira hematoencefalica, atuando como um facilitador da progressao dos danos

secundarios e exacerba o dano as células nervosas e estruturas cerebrais.82
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A administracdo periférica do horménio insulina é a ferramenta utilizada nas Unidades de Te-
rapia Intensiva (UTI) para controle e manutencao dos niveis sanguineos de glicose em valores
normais nos pacientes com TCE.?>?* Estudos mostram que a introdugdo de um protocolo de
manutencdo dos niveis glicémicos entre 140 e 180 mg/dL, reduz em 30% a mortalidade nos
pacientes e favorece a recuperagio pos-trauma.?>2® Além de atuar perifericamente na manuten-
cdo da glicemia, a sinalizacdo de insulina também desempenha efeitos importantes no Sistema

Nervoso Central (SNC).

As funcdes metabdlicas do corpo, tais como comportamento alimentar e manutengdo energé-
tica, estdo relacionadas com a agdo da insulina no cérebro.?’-3! Nos tltimos anos, estudos mos-
tram que esse hormonio apresenta efeitos importantes também para a memaria e cogni¢do, com
acao funcional em diferentes regides do cérebro, em especial nas areas do hipocampo envolvi-
das no reconhecimento e memorias globais®?*, além de apresentar efeitos neuroprotetores e
de neuroplasticidade, atuando contra a toxicidade beta-amildide, isquemia, estresse oxidativo e

apoptose. 3%

Visto que a terapia com insulina é altamente utilizada na clinica em pacientes com TCE e que
esse hormonio é efetivo no controle da glicemia e apresenta fungdes neurometabdlicas impor-
tantes, buscamos investigar os efeitos da insulina na cognigdo, metabolismo neuronal e desfe-

chos celulares pés-TCE.
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Materiais e métodos

Animais: foram utilizados camundongos C57BL6, machos e adultos (60-90 dias), oriundos do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas, mantidos em caixas-moradias sob condi-
cOes padrdes de biotério (umidade e temperatura controlados; ciclo claro-escuro de 12 horas;
comida e agua ad libitum). Para ambientacao ao biotério, os animais permaneceram por 15 dias
em suas caixas moradias sem manipulacao experimental. Apds esse periodo, foram submetidos
a experimentos in vivo e ex vixo. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com a
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (nGimero

do protocolo CEUA: 29844).

PROTOCOLO 1: inducdo do estado hiperglicémico e tratamento com insulina periférica

Curva glicémica para escolha da dose de insulina: os animais receberam injecao de strepto-
zotocina (STZ, 150 mg/kg, via intraperitoneal, Sigma) para inducéo do estado hiperglicémico.®’
Trés dias apds, fez-se a dosagem da glicemia em jejum de 2 horas (h) e os animais foram divi-
didos em trés grupos diferentes, por dose de insulina (5, 10 ou 20 U/kg; LANTUS® - insulina
glargina). Utilizou-se via subcutanea para administracdo das injecdes, realizada em intervalos
de 12 h, as 7:00 e as 19:00 h. Nos dias 8, 17 e 25 pos-tratamento, fez-se a dosagem da glicemia
em jejum de 0, 2, 4 e 6 h. A dosagem da glicose sanguinea foi realizada utilizando um glicosi-

metro (OnCall® Plus) e o sangue foi coletado por pungio na cauda.

Divisdo dos grupos experimentais: uma segunda leva de animais recebeu injecdo de 150
mg/kg de STZ - dia zero - via intraperitoneal (desenho experimental, figura 1). Trés dias ap6s

ainjecéo, fez-se a dosagem da glicemia em jejum de 2 h. Os animais foram divididos em quatro
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grupos: sham salina (SS), sham insulina (SI), TCE salina (TS) e TCE insulina (TI). Posterior-
mente, iniciou-se o tratamento com insulina 20 U/kg nos grupos insulina; os animais do grupo

salina receberam volumes equivalentes em salina.

Modelo de inducéo do TCE: utilizou-se o0 modelo de impacto cortical controlado (ICC) que
mimetiza um TCE aberto e moderado.*® No dia 10, os animais foram anestesiados com aneste-
sia inalatéria que consiste em uma mistura de oxigénio e isofluorano (5% e 2% de anestésico
para indugdo e manutencao, respectivamente), e colocados no estereotaxico. Fez-se assepsia da
pele com etanol 70%, seguido por incisdo longitudinal na regido central da cabeca. Para expor
a dura mater, realizou-se uma craniotomia de 4 mm de didmetro, posicionada no centro do
Bregma e Lambda e a 0,5 mm da linha média. O equipamento de ICC (Leica Biosystems) é
acoplado ao estereotaxico e apresenta um pistdo de 3 mm de didametro que foi posicionado rente
a dura mater. O impacto foi realizado com 0s seguintes parametros: velocidade de 5,7 m/s,
tempo de permanéncia de 100 ms e profundidade de impacto de 1,5 mm. A area da leséo foi
recoberta por material acrilico e se fez a sutura da pele. Todos os animais receberam cuidados
poOs-operatdrios e posteriormente foram alocados em suas respectivas caixas-moradia. Os ani-
mais controle (sham) foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico, exceto a inducao

doICC. %

Teste de reconhecimento de objetos (RO): no dia 16, os animais foram expostos ao aparato
(30 cm x 30 cm x 60 cm) 48 e 24 h antes da realizacéo do teste de RO, por 15 minutos, para
sessOes de habituacdo. No dia seguinte, os animais foram submetidos a uma fase de treino -
sessdo de aquisicdo - em que dois objetos idénticos foram alocados no centro do aparato de
forma equidistante. A sesséo teste foi realizada 90 minutos apds o treino e um dos objetos foi

substituido, sendo apresentado ao animal um objeto novo e um familiar. Em cada sessdo, 0s
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animais puderam explorar livremente o ambiente e objetos por 10 minutos. O indice de reco-
nhecimento foi definido como (TN/Ttotal)*100, onde TN = tempo gasto explorando o0 novo

objeto; Ttotal = tempo de exploracio do objeto novo e familiar. 442

PROTOCOLO 2: Estimulagéo com insulina em fatias de hipocampo

Preparacao de fatias de hipocampo: uma terceira leva de animais foi submetido a inducéo do
TCE e 24 h ap6s foram eutanasiados por decaptacdo. Os cérebros foram coletados e o hipo-
campo ipsilateral a cirurgia foi dissecado e fatiado com Mcllwain Tissue Chopper na espessura
de 400 mm. As fatias foram separadas e incubadas em tampdo HBBS (em mM: NaCl 137;
Na:HPO; 0,63; NaHCO3 4,17; KCI 5,36; KH2PO4 0,44; CaCl» 1,26; MgS0O4 0,41; MgCl» 0,49
e glicose 5,5; pH 7,4) a 37°C por 30 minutos para estabilizacdo. Apds, o meio foi retirado e as
fatias foram incubadas em meio HBSS hiper, com alta concentracdo de glicose (22,2 mM) ou
HBSS normo, com concentra¢es normais de glicose (5,5 mM), seguido por adi¢do de insulina
a10nM (LANTUS® - insulina glargina). Parte das amostras ndo recebeu insulina; esses grupos
servem como controle da adi¢cdo de insulina. Realizou-se incubacéo a 37°C por 30 minutos.
Dessa forma, obtivemos 0s seguintes grupos experimentais:

Grupo TCE em meio normo com adi¢do de insulina OU sem insulina.

Grupo TCE em meio hiper com adic¢do de insulina OU sem insulina.

Grupo sham em meio normo com adicao de insulina OU sem insulina.

Grupo sham em meio hiper com adicao de insulina OU sem insulina.

Imunoquantificacdo (Western blot): apds a ultima incubag&o, as fatias foram coletadas e ho-
mogeneizadas em tampédo NP-40 (NaCl 150 mmol/L, Triton X-100 1%, Tris 50 mmol/L, pH 8)

com coquetel de inibidores de protease (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma, 10%) e fosfatase
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(Phosphatase Inhibitor Cocktail B, Santa Cruz, 10%). A quantificacdo de proteinas foi realizada
pelo método de BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit — Thermo Scientific). Ap6s normaliza-
cdo das amostras, 20 ug de proteina foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 10
ou 12%, e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare Life Sciences, 0,45
um). Para impedir ligacdes inespecificas dos anticorpos a membrana, estas foram bloqueadas
por 1 h com TTBS (Tween-Tris buffered saline, Tris-HCI 100 mM; Tween 20 0,05%; pH 7.5)
contendo 5% de albumina bovina (InLab). Posteriormente, as membranas foram incubadas
overnight com os anticorpos-primario de interesse: phospho-IRS1 Ser®'? (Cell Signaling), anti-
IRS1 (abcam), phospho-GSK3p Ser® (Cell Signaling), anti-GSK3p (abcam) e actina (Sigma).
As membranas foram lavadas com TTBS e incubadas por 2 h, com anticorpo secundario anti-
mouse (1:10000, GE Healthcare Life Sciences) ou anti-rabbit (1:25000, Sigma). A revelacdo
por quimiluminescéncia foi realizada no equipamento lluminescent Image Analyzer (GE) e a
intensidade das bandas foram quantificadas pelo software Image J. Os resultados sdo expressos

por porcentagem do controle.

Respirometria: parametros mitocondriais foram avaliados utilizando um respirémetro de alta-
resolucdo em tempo real (Oxygraph-2k). Apoés a ultima incubacdo, as amostras foram homoge-
neizadas em tampéo de homogeneizacdo (em mM: TRIS 10; sacarose 320; EDTA 1; pH 7,4),
suplementado com 0,005 mg/ml de digitonina. 150 ul de amostra foram adicionadas na camara
do respirdbmetro, com temperatura constante (37°C), contendo 2 ml de tampéo de respiracao
(em mM: TRIS 10; manitol 320; Na2HPO45; KCI 50; MgCl» 4; EDTA 0,73; pH 7,4). O proto-
colo, adaptado de Gnaiger, consiste em adi¢Oes sequenciais de substratos metabolicos e inibi-
dores dos complexos da cadeia de transporte de elétrons para avaliar consumo de oxigénio (Oz)

e atividade dos complexos mitocondriais.*® A respiracdo mitocondrial ndo fosforilativa (Leak)
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é determinada pela estimulacdo das mitocondrias com PMG (piruvato 0,8 M; malato 1 M; glu-
tamato 1 M), seguido pela adicdo de adenosina difosfato (ADP 0,1 M), para determinar capa-
cidade de fosforilacdo oxidativa do complexo | (OXPHOS CI). Posteriormente, acrescentou-se
succinato (1 M) para avaliar a respiracéo advinda dos complexos I e Il da cadeia de transporte
de elétrons (OXPHOS Cl e CII) e ADP para determinacéo da atividade fosforilativa mitocon-
drial maxima (méaximo OXPHOS). Adiciona-se rotenona (1 mM), para avaliacdo da funciona-
lidade do complexo Il (OXPHOS CIl), sequido por cianeto de potassio (KCN 0,1M), para de-
terminacdo do consumo de oxigénio ndo mitocondrial. Os resultados foram normalizados pela
guantidade de proteina das amostras e expressos em % do fluxo de O, por unidade do basal de

cada amostra.

Producéo de peroxido de hidrogénio (H202): a producdo de H.O> foi avaliada simultanea-
mente a respirometria utilizando Fluorescence-Sensor Green do O2k-Fluorescence LED2-Mo-
dule que mede a producéo de perdxido. O tampdo foi suplementado com Amplex® UltraRed (2
mM), HRP (horseradishperoxidase, 1 U/ml) e SOD (superdxido dismutase, 5 U/ml). O método
é baseado na oxidagdo do Amplex dependente de H20., a um componente fluorescente, catali-

sado pela HRP. Os resultados séo expressos em porcentagem da producdo de H2O> basal.

Ensaio colorimétrico de MTT: para avaliar a viabilidade celular das fatias, utilizou-se a téc-
nica colorimétrica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). Apos
a ultima incubacéo, retirou-se 0 meio e se acrescentou 0,5 mg/ml de MTT (Sigma) em PBS
(Phosphate-buffered saline, NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; NazHPO4 10 mM e KH2PO4 2 mM)
e as fatias foram incubadas a 37°C por 45 minutos. O formazan, de coloragdo roxa, formado
durante esse periodo, € solubilizado em DMSO (dimethylsulfoxide) e medido a 560 e 630 nm

utilizando o equipamento Spectramax M5 (Molecular Devices). As fatias foram coletadas e
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deixadas overnight na estufa para obtencdo do peso das mesmas. Os resultados sdo normaliza-

dos pelo peso e expressos em valores absolutos.

Anélise estatistica: as analises foram processadas utilizando o software GraphPad Prism 6. A
avaliagdo da normalidade foi realizada utilizando o teste de Kolmogorof-Smirnov. Os dados
foram avaliados pelo teste de varidncia com duas vias (Two-way Analysis of Variance —
ANOVA), com post-hoc de Bonferroni, considerando diferencas estatisticas quando p<0,05. Os

resultados sdo expressos por média ou média + SEM.
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Resultados

Curva de doses de insulina

Para determinar a dose de insulina a ser administrada, realizamos uma curva de dose-tempo
com doses de 5, 10 e 20 U/kg de insulina. A dose de 5 U/kg foi a menos efetiva pois reduziu a
glicemia somente nas duas primeiras horas apds a inje¢do, voltando a niveis elevados em quatro
horas (p<0.001, figura 2A). A dose intermediéria, de 10 U/kg de insulina, reduziu a glicemia
nas primeiras duas horas apds a injecdo e manteve os animais em normoglicemia por até 4
horas, no 13° e 21° dia de tratamento (p<0.0001, figura 2B). Ja o tratamento com 20 U/kg man-
teve a glicemia estavel por até seis horas apds a injecdo, no 13° e 21° dia de tratamento
(p<0.0001, figura 2C), mostrando ser a dose mais efetiva para o tratamento de animais hiper-
glicémicos, em nosso modelo de STZ em estudo, sendo esta a dose escolhida para os experi-

mentos seguintes.

Inducéo do estado hiperglicémico e tratamento com insulina 20 U/kg

Os animais receberam injecdo STZ via intraperitoneal e a glicemia foi mensurada trés dias ap6s
a administracdo. Nos roedores, considera-se hiperglicemia os valores glicémicos acima de 200
mg/dl em jejum.3” A glicemia da maioria dos animais apresentou-se acima do valor de referén-
cia, confirmando a indugéo do estado hiperglicémico (figura 3A). Apenas 2,5% dos animais
ndo exibiram essa condigdo e foram excluidos do estudo. Observou-se também sintomas clas-
sicos desenvolvidos em casos de hiperglicemia como poliuria (dados ndo mostrados) e poli-
dipsia, caracterizado pelo aumento do consumo de &gua nos animais que receberam STZ (figura
3B). O peso corporal dos animais foi monitorado ao longo de todo o experimento e avaliado
com base no delta do peso (peso no dia 19 — peso no dia 4) e se observou reducdo do peso

corporal em todos os grupos (figura 3D).
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O tratamento com insulina 20 U/kg iniciou no 4° dia de experimento (figura 1, desenho experi-
mental). A glicemia casual foi monitorada no momento da cirurgia para se ter controle deste
parametro entre os grupos (figura 3C) e constatamos que durante o ICC a glicemia do grupo
TCE insulina (TI) estava controlada e significativamente menor que o grupo TCE salina (TS)

(p=0,001).

Dessa forma o STZ foi eficaz na inducéo do estado hiperglicémico e o tratamento com insulina
20 U/kg foi capaz de manter os niveis glicémicos controlados no momento da cirurgia e ao logo

de todo protocolo experimental.

Hiperglicemia provoca aumento na mortalidade p6s-TCE

A mortalidade pds-TCE é significativamente maior no grupo TS (p=0.037), no qual a porcen-
tagem de sobrevivéncia foi de apenas 55,5% (figura 5), dados que corroboram com estudos
clinicos. Observa-se efeito combinado entre TCE e hiperglicemia, uma vez que somente esse
grupo apresentou taxas de mortalidade significativamente maiores. Os animais sham, tanto os

hiperglicémicos como os tratados com insulina, apresentaram sobrevida de 100%.

Insulina previne deficit na memoria de reconhecimento causado pelo TCE.

Para avaliar a memdria de reconhecimento, os animais foram submetidos ao teste de reconhe-
cimento de objetos (RO). As sessdes de habituagéo ao aparato indicam que os animais TCE
exibem aumento na atividade locomotora, visto que percorreram uma distancia maior no apa-
rato e apresentaram velocidade média maior, quando comparada aos animais sham, nas duas
sessdes (p<0.0001, figura 6). Na analise minuto a minuto do teste, observamos reducéo da dis-

tancia percorrida no aparato nos minutos finais do teste indicando que tanto os animais sham
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quanto os TCE habituaram ao aparato (figura 7). Para avaliar os efeitos do TCE na memdria de
reconhecimento, realizamos o teste de reconhecimento de objetos. Na sessdo de aquisicao, to-
dos os grupos exploraram de maneira uniforme ambos 0s objetos, indicando que nao houve
preferéncia por um dos objetos e/ou lados do aparato (Pobjetos=0,99; figura 8A). Em relagéo ao
tempo total de exploracédo dos objetos (tempo no objeto A + tempo no objeto B), os resultados
mostram que o grupo TS passou mais tempo explorando-os, quando comparado ao grupo Tl
(p=0,009; figura 8B), assinalando maior familiarizacdo ao objetos, no grupo TS; 0s grupos SS
e Sl, exploraram os objetos em tempos semelhantes ao grupo TI, porém sem apresentar dife-
rencas estatisticas entre o grupo TS. A sesséo teste revelou que o grupo TS explorou de maneira
semelhante os objetos novo e familiar, o que ndo foi observado nos demais grupos, indicando
prejuizo na memdaria de reconhecimento no grupo TS (p<0,0001; figura 8C); o tratamento com

insulina evitou a ocorréncia de déficit de memaria no grupo TI.

Na habituacdo, observou-se hiperlocomocao no grupo TCE, comportamento que ndo compro-
meteu a realizacdo do teste de reconhecimento de objetos, visto que os animais habituaram ao
aparato e que a exploracdo de ambos 0s objetos na sessdo de aquisicdo foi semelhante. H4 um
prejuizo na memoria de reconhecimento no grupo TS que foi prevenido pela administracdo de

insulina no grupo TI.

Fatias hipocampais de animais TCE ndo séo responsivas a insulina

O imunconteudo de proteinas da via de sinalizag&o de insulina foram avaliadas no protocolo 2,
para verificar se a adigcdo de insulina ao meio foi capaz de ativar a cascata de sinalizagdo desse

hormoénio.

A partir dessa sessdo, 0s grupos experimentais serao indicados da seguinte forma “TCE ou sham

—meio de incubagio”.
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N&o observamos diferengas no contetido das proteinas pIRS1%¢12 ¢ |RS1 entre os grupos ex-
perimentais (figura 9A e 9B), porém a razdo pIRS1%1?/|RS1 est4 aumentada no grupo sham,
na presenca de insulina (grupos sham-normo insulina e sham-hiper insulina, pinsulina=0,016). O
mesmo nao foi observado no grupo TCE em presenca do horménio (grupos TCE-normo insu-
lina e TCE-hiper insulina) (figura 9C). Esses resultados indicam que as fatias do grupo TCE
ndo foram responsivas a insulina.

Em relacdo ao contetido de pGSK3R%™® e GSK3R e a razdo pGSK3RS/GSK3R ndo houve
diferenca entre os grupos experimentais (figura 10), exceto pela diminuicdo dessa razdo no

grupo sham-hiper em relagdo ao controle (sham-normo, p=0,016).

TCE provoca prejuizos na resposta mitocondrial a substratos exdgenos.

Quando avaliamos a respiracdo mitocondrial basal, ndo ha diferencas estatistica entre os grupos
(dados ndo mostrados), evidenciando que ndo existe alteracdes no metabolismo mitocondrial
do grupo TCE quando comparado com o grupo sham, referente as condic¢Ges basais e substratos
enddgenos. Porém, se observou mudancas importantes na atividade mitocondrial, quando as
mitocdndrias foram desafiadas com substratos exdgenos, com concentragBes saturantes. Ao
comparar o grupo sham com o TCE, em meio de incubagdo normo, observamos uma reducao
na respiracao nos estados mitocondriais de OXPHOS (Cl), méximo OXPHOS e OXPHOS
(CHI). A presenca de insulina neste meio anulou essa diferenga (figuras 11B, 11D e 11E).
Quando as mitocondrias foram submetidas ao meio de incubacao hiper, ndo houve diferencas

entre os grupos, independente da presenga de insulina.

Ao comparamos a resposta dos animais sham nos diferentes meios, observamos redugdo na

respiracdo do grupo hiper insulina em relagdo ao grupo normo, nos estados OXPHOS (CI+ClII)
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e maximo OXPHOS (figuras 11C e 11D), o que ndo ocorreu no grupo TCE. Mesmo com alte-
racdes na respiracdo mitocondrial, a producdo de espécies reativas de oxigénio, analisadas pela

producdo de H>O2, ndo alterou durante todo o procedimento experimental (figura 12).

Viabilidade celular ndo é alterada em 24 h pds trauma nem modificada pelos meios de incu-
bacéo.
Em 24 horas ndo ha alteracdo na viabilidade celular no hipocampo de animais com TCE e a

adicdo de glicose e insulina ndo modificou os resultados observados (figura 13).
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Discussao

O presente trabalho se propds a investigar os efeitos da hiperglicemia e da administracdo de
insulina em modelo animal de TCE moderado. Para tal, realizamos experimentos in vivo, no
qual avaliamos tanto os efeitos periféricos quanto centrais, e ex vivo para avaliar, especifica-

mente, 0s impactos a nivel cerebral em parametros metabolicos e celulares.

Com objetivo de induzir um quadro de hiperglicemia, administramos STZ, droga utilizada tam-
bém como ferramenta para o estudo animal de Diabete Melittus Tipo 1 (DM1).%*° Essa subs-
tancia age seletivamente nas ilhotas £ pancreaticas, destruindo-as e impossibilitando a producéo
de novas moléculas de insulina. Como efeito, os animais apresentam deficiéncia de insulina,

hiperglicemia, polidipsia e polidria.*’

Dentro do contexto do TCE, sabe-se que a hiperglicemia transitoria € um fator determinante
para o desfecho clinico dos pacientes. Estudos epidemioldgicos com pacientes diabéticos afir-
mam que a mortalidade p6s-TCE é maior nos pacientes que ndo fazem o uso de insulina regu-
larmente, submetendo o organismo a periodos de hiperglicemia; e que o progndstico de indivi-
duos diabéticos, que sofrem um evento de TCE, é pior naqueles que s&o insulinodependentes®®.
Desta forma, propomos um modelo animal de hiperglicemia seguido pelo tratamento com in-
sulina, para avaliar os efeitos do controle glicémico na recuperacdo pés-TCE. Para escolha da
dose ideal para o tratamento dos camundongos hiperglicémicos, realizamos curvas de dose-

tempo com doses de insulina de 5, 10 e 20 U/kg.

A insulina glargina (LANTUS®) é um analogo a insulina humana que apresenta ag&o prolon-
gada e liberagéo lenta, evitando a ocorréncia de episodios de hipoglicemia.>® Com os resultados

da curva dose-tempo de insulina observou-se que a administracdo desse hormonio na dose de
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20 U/Kg foi capaz de reduzir e manter os niveis de glicose controlados por até 6 horas apos a
injecdo, sem ocorréncia de episodios de hipoglicemia, indicando a eficiéncia dessa dose no
tratamento da hiperglicemia em nosso modelo animal. Para camundongos, valores glicémicos,
em jejum, maiores que 200 mg/dl sdo considerados hiperglicemia, ao passo que valores meno-

res de 50 mg/dl sdo ditos de hipoglicemia. *°

Os camundongos hiperglicémicos receberam tratamento diario com insulina ou salina, iniciado
6 dias antes da inducéo do TCE. A reducdo da glicemia casual no grupo T1 comparado ao grupo
TS, no momento da cirurgia, evidencia o desempenho do tratamento com o horménio insulina
na reducdo da glicose sanguinea, embora ndo tenha sido evidenciada diferenca entre 0s grupos
sham tratados ou ndo com insulina. A curva de dose-tempo foi realizada no estado de jejum dos
animais, sem considerar a glicemia casual, que é dependente, principalmente da ingestdo de
alimentos. A obtencdo desses dados, entdo, é bastante plausivel, visto que nédo se fez a retirada

do alimento da caixa-moradia anteriormente a cirurgia.

Neste estudo, avaliamos o efeito do TCE na atividade locomotora e memdria de reconheci-
mento. A andlise de locomocao foi realizada nas sessdes de habituacdo ao aparato do teste de
RO, para verificar se 0s animais ndo apresentavam prejuizos na atividade locomotora esponta-
nea, o que poderia interferir na realizacdo da atividade comportamental seguinte. Observamos
um aumento na distancia percorrida e velocidade média dos animais TCE, 6 e 7 dias apds a
inducdo do trauma, caracterizando um comportamento de hiperlocomocéo. Viggiano (2008),
em sua revisao, aponta que lesbes que afetam o bulbo olfatério, cortex frontoparietal, hipo-
campo, estriado, amigdala, substancia negra, cerebelo e destroem a rede de comunicacéo entre
essas regides cerebrais, aumentam a atividade locomotora dos animais.*! E sabida a existéncia

de les@o no cdrtex causada pelo TCE tendo em vista as alterac6es na atividade e na morfologia
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neuronal no cortex advindas do impacto.®>>® No estudo de Budinich e colaboradores (2013), a
atividade hiperlocomotora pode ser observada em 1, 7 e 14 dias p6s-TCE, em modelos de ICC>,
indicando que a lesdo cortical decorrente do ICC esta relacionada com o comportamento de
hiperlocomocédo. Modelos de TCE por concussdo (Closed head injury) também evidenciam a

presenca de hiperlocomocao, observada em até 10 dias apds o trauma.>®

A atividade de reconhecimento de objetos é baseada na tendéncia inata dos roedores em explo-
rar mais a novidade. Contudo, é necessario que os animais estejam familiarizados com o ambi-
ente, para que 0s objetos sejam a Unica novidade, direcionando assim, a exploracdo para o
novo.*? Em face aos nossos dados, observamos que, embora os animais TCE apresentaram
comportamento de hiperlocomocéo em ambas as sessdes de habituacdo, o processo de ambien-
tacdo ao aparato ocorreu tanto nos animais sham quanto nos TCE, dado pela reducdo da média

da distancia percorrida e pela diminui¢do da locomogéo nos minutos finais da sesséo.

Na sessdo de aquisi¢édo do teste de RO, observamos que a exploracdo de ambos os objetos foi
realizada de forma semelhante por todos os grupos. Porém, o grupo TS permaneceu mais tempo
explorando os objetos, indicando que esses animais tiveram mais tempo para o reconhecimento
e aquisicdo da memdria em relacdo ao objetos e, possivelmente, maior familiarizacdo a eles. Na
sessdo teste, somente o grupos TS nédo explorou mais o objeto novo, indicando que esses ani-
mais apresentam prejuizo na memdria de reconhecimento, resultado que ndo ¢é devido a baixa
exploracdo dos objetos na fase de aquisi¢do. Contudo, animais Tl reconheceram 0 novo, evi-
denciando que o tratamento com insulina preveniu o déficit de memoria desencadeado pelo
TCE. Estudos que avaliam a memoria de reconhecimento p6s-TCE sdo multiplos para modelos
de ICC ou concusséo (Closed head injury), em ratos Sprague Dawley ou camundongos Swiss,

sendo escassos 0s estudos com a espécie C57BL6. Esses estudos destacam que 0 prejuizo na
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memoria de reconhecimento pode ser visualizada em 24 horas, 7 dias e em até 30 dias apds o
TCE.*% Modelos de lesdo traumatica moderada por percussdo de fluidos, em animais
C57BL6, levam ao prejuizo na memoria de reconhecimento 9 e 16 dias apds o TCE, bem como
as concussdes, no qual o prejuizo cognitivo € observado 24 horas ap0s a leséo e persiste por 7
dias.>>5! Nos roedores, os processos de familiarizacio e reconhecimento estio associados com
a funcdo das estruturas do Lobo Temporal Medial, que incluem o hipocampo, amigdala e os
cortex perirrinal, entorrinal e para-hipocampal.®? O hipocampo tem papel central na conex&o
entre essas estruturas e sua contribuigdo para a deteccdo da ‘novidade’ tem sido relatado em
inimeros estudos®®% e lesdes hipocampais estio associadas com dano na meméria de reconhe-
cimento.®6-%8 As lesdes de ICC promovem danos no hipocampo, sejam eles pelo impacto direto
(lesdo primaria, em casos de TCE grave) ou pelas alteracdes celulares que se seguem pds-im-
pacto, sendo confirmado pela observacao de déficits na memoria espacial, cuja consolidacao é
fortemente dependente da atividade hipocampal.®® Em nosso trabalho mostramos que o trata-

mento regular com insulina preveniu o déficit de memoria desencadeado pelo TCE.

Ha uma forte correlacdo entre o tratamento com insulina e melhora cognitiva tanto em pacientes
como em modelos experimentais.>3’%t No cérebro, a insulina modula a utilizagdo de glicose
no hipocampo e facilita a consolidag&o do processo de meméria. 37273 A reducio nos niveis e
na atividade de insulina no cérebro esta associada com o desenvolvimento da Doenga de Al-
zheimer (DA), patologia caracterizada inicialmente pelo prejuizo de memoria. Visto que a si-
nalizacdo de insulina no SNC ¢ extremamente importante para a formagdo e manutencéo das
memorias, 0 tratamento crénico com insulina periférica pode ser o efetor da melhora cognitiva,

observada neste estudo, nos animais do grupo T1I.
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Pacientes que desenvolvem hiperglicemia recebem insulina nas primeiras 24 horas apo6s o0
TCE.8 Assim, a melhora no progndstico clinico observada com administragdo de insulina pode
estar associada com os efeitos agudos desse hormonio. Em virtude dos achados anteriores, um
segundo protocolo foi elaborado, tendo objetivo de avaliar os efeitos agudos da insulina no
SNC pds-TCE que poderiam estar relacionados com a melhora cognitiva observada nos animais
a longo prazo. Utilizamos animais TCE e sham, e realizamos ensaios ex vivo, em fatias hipo-
campais. A escolha dessa estrutura se deu pela importancia da mesma para atividades que en-
volvem memdria, onde observamos efeito positivo da insulina no TCE. Avaliamos o efeito do
horménio sob aspectos de viabilidade, metabolismo celular e ativacdo da via de sinalizacdo de

insulina.

Verificamos o imunoconteldo das proteinas IRS-1 e GSK3p e suas fosforilagdes em serina 612
e 9, respectivamente, por serem proteinas importantes na via. Observamos um aumento da razdo
pIRS-15%®12/|RS-1, na presenga de insulina somente no grupo sham. Ja a razéo
GSK34%°/GSK3p ndo apresentou alteragdes na presenca do horménio, tanto no grupo sham
como no TCE. A sinalizacdo de insulina no hipocampo ocorre de forma semelhante ao obser-
vado em tecidos periféricos. A insulina liga-se ao seu receptor (IR), promovendo autofosfori-
lacdo seguido pelo recrutamento e fosforilagdo do residuo tirosina da proteina IRS-1, levando
a ativacdo de uma cascata de proteinas (PI3K — PDK1 — AKT), que culmina com a translocacao
do transportador de glicose (GLUT) para a membrana e fosforilagio (Ser®) e inativagdo da
GSK3p%07, A ativacdo sustentada do IR, em casos de hiperinsulinemia, como no Diabete Mel-
litus tipo 2, pode resultar na fosforilagéo dos residuos de serina do IRS-1 e levar a atenuagdo da
transmissdo do sinal de insulina.” O acionamento constitutivo do substrato IRS-1 em tirosina

promove o crescimento celular sustentado e esta associado com o desenvolvimento de tumo-
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res.’® Dessa forma, em condicdes fisioldgicas, a fosforilagio em serina é essencial para o feed-
back negativo da via, bloqueando a ativagdo constitutiva do IRS-1.”"-"® Nossos resultados mos-
tram que animais sham s&o responsivos a insulina do meio, visto pelo aumento da razéo pIRS-
15¢612/|RS-1, que esta associado com a ocorréncia de feedback negativo da via. Esses achados
evidenciam a integridade da via de sinalizacdo de insulina nesse grupo, uma vez que a dose de
insulina adicionada ao meio é suprafisiologica, caracterizando um quadro de hiperinsuline-
mia.2® Uma vez que ha um bloqueio da via, é coerente que a razdo pGSK3/%/GSK3p, esteja
inalterada nesse grupo. Em relacéo ao grupo TCE, observamos que o mecanismo de feedback
negativo nédo foi acionado, possivelmente por uma falha na via de sinalizacdo de insulina, fato
este que pode estar associado a resisténcia cerebral a insulina observada no TCE. Porém € ne-
cessario a imunoquantificacdo de demais proteinas da via para que possamos confirmar nossa

hipétese.

Sabe-se que a homeostase mitocondrial encontra-se alterada pds-TCE®! e nosso estudo eviden-
ciou um prejuizo na atividade mitocondrial em fatias hipocampais dos animais TCE. O con-
sumo de oxigénio basal, que corresponde ao metabolismo mitocondrial intrinseco ao grupo, ndo
apresentou diferencas entre os grupos sham e TCE, evidenciando que, referente ao consumo de
oxigénio dependente de substratos enddgenos, as diferencas na funcdo mitocondrial sdo inde-
tectaveis 24 horas apds o TCE. Porém, quando a mitocéndria é submetida aos desafios impostos
pela adicdo de substratos e inibidores em condigdes saturantes, no qual se avalia diferentes
aspectos do sistema de transporte de elétrons, observou-se uma resposta diminuida nos estados
mitocondriais de OXPHOS (CI), maximo OXPHOS e OXPHOS (CII). Dessa forma, nota-se
que as fatias hipocampais sdo pouco responsivas ao acréscimo de ADP, efeito essa que pode

estar associada com dano na ATP-sintase, complexo responsavel pela transformacdo de ADP
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em ATP. Dessa forma, podemos inferir que a capacidade maxima de producdo de ATP é com-
prometido ap6s o TCE, o que pode estar relacionada especificamente ao funcionamento da
FOF1-ATP Sintase. A reduc¢do nos niveis de ATP, dentro de 24 h pés-TCE, é observada em
cortex e hipocampo em modelos de ICC e close head injury®? e, de acordo com Arun e colabo-
radores (2010), os niveis de ATP encontram-se diminuidos em até 6 dias apos a lesdo.® Alte-
racOes no acoplamento respiratorio mitocondrial sdo evidentes nas fases agudas do TCE®, ad-
vindo das lesGes secundarias, e podem persistir ao longo do tempo, como evidenciado por Xi-
ong e colaboradores (1997), em que confirma-se a presenca de alteracdes no consumo de oxi-
génio no estado correspondente a0 OXPHOS (CI +ClI) entre 24 e 48 h e 7 e 14 dias p6s ICC.*°
Embora esse ultimo estudo avalie respostas mitocondriais no cértex, ha outros que confirmam

o perfil de alteragBes também no hipocampo.858¢

Verificamos que o consumo mitocondrial de oxigénio basal ndo é alterado ap6s o TCE, embora
o0 consumo relacionado a sintese de ATP esteja comprometido, conforme observado nos estados
relacionados a fosforilagdo com concentragdes saturantes de ADP. Assim, nossos dados com-
plementam a literatura evidenciando a presenca de dano mitocondrial no hipocampo 24 h apés
o TCE, e levantam a hip6tese de que, embora ndo tenhamos observado diferencas na producao
de peroxido de hidrogénio, a dindmica do potencial de membrana mitocondrial pode estar com-
prometida uma vez que a formacdo e manutencdo desse potencial é fundamental para o fen6-

meno de fosforilagdo oxidativa na converséo de ADP em ATP pela ATP-sintase.®’

Os nossos dados indicam que a presenca de insulina no meio de incubacdo anulou as diferencas
existentes entre animais sham e TCE. No cérebro, a insulina apresenta efeitos importantes na
regulacdo da producéo de H>O e manutencdo do potencial de membrana, além de promover o

aumento da sintese de ATP e consumo de oxigénio pela mitocondria, em modelos animais de
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hiperglicemia.®*87-8 Os estudos em tecido cerebral sdo limitados e a funcdo da integridade da
sinalizacdo de insulina no cérebro e sua a¢do na mitocondria permanecem incertos, porém ha
fortes evidencias de que a integridade da via é importante e necessaria para a funcionalidade
mitocondrial.®® Nossos resultados ndo evidenciaram alterago na producdo de H20,, contrari-
ando a literatura, embora esses resultados sejam preliminares e serdo aprimorados para garantir
maior robustez dos dados. Porém, torna-se imprescindivel avaliar o efeito da insulina no poten-
cial de membrana mitocondrial, uma vez que ele é importante para a dindmica da mitocondria

e pode sofrer influéncias da sinalizacdo de insulina.

Acredita-se que a disfuncdo mitocondrial seja um dos gatilhos para a ocorréncia de lesGes e
morte celular no TCE e para a inicializa¢do dos processos de neurodegeneracéo.®’ No entanto,
em nosso estudo, mostramos que ndo ha diferencas na viabilidade celular, no hipocampo, em
24 h p6s-TCE. A anélise de viabilidade celular pela técnica de MTT, em modelos de TCE, é
bastante limitado na literatura. Moojen e colaboradores (2012) utilizaram esse protocolo em
fatias de cdrtex e hipocampo para avaliacdo da viabilidade celular 96 h apds inducédo de con-
cussdo, observando uma reducdo na viabilidade no grupo TCE somente no hipocampo.®® No
entanto, sabe-se que em 24 horas apds o trauma ha aumento de células em processo de degene-
racao e apoptose, tanto no hipocampo quanto no cértex, visto por técnicas de iodeto de propidio
e FluoroJade, contrastando com nossos resultados.®*% Porém, o ensaio de MTT baseia-se na
reducdo do composto a formazan, via atividade desidrogenases presentes na célula. Uma fracédo
de MTT é reduzida na mitocondria, sendo que a maioria do formazan € produzido por desidro-
genases presentes em outros compartimentos celulares, como no citoplasma e membranas plas-
maticas®*, embora essa constatagdo nfo diminua a importancia da mitocondria para os resulta-

dos da técnica.®
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Nossos resultados evidenciam um efeito prejudicial da hiperglicemia no TCE, dado pelo au-
mento na mortalidade e déficit na memdria de reconhecimento. Animais hiperglicémicos que
sdo tratados com insulina, apresentam prevencdo desses parametros, dados esses que corrobo-
ram com a literatura. Agudamente, observamos que fatias hipocampais de animais sham séo
responsivos a insulina, confirmando a integridade da via de sinalizacdo do horménio, contrario
ao observado no grupo TCE, no qual ndo houve acionamento do feedback negativo da via. O
consumo mitocondrial de oxigénio basal e a viabilidade celular, no hipocampo, ndo séo altera-
dos 24 horas ap6s 0 TCE. Porém evidencia-se a presenca de déficit mitocondrial nesse grupo,
guando comparado ao grupo sham, dado pela reducdo do consumo de oxigénio em resposta a
adicdo de ADP em condigdes saturantes; a presenca de insulina anulou essas diferengas. Esses
achados ressaltam a importancia da insulina e do controle glicémico na prevencédo dos efeitos

deletérios desencadeados pelo TCE.
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Legendas das figuras

Figura 1: Desenho experimental do protocolo 01. Apds injecdo de streptozotocina (STZ), os
animais receberam sacarose 10% na &gua de beber, para evitar a ocorréncia de hipoglicemia,
dada a destruicdo das células p do pancreas de forma aguda e a liberacdo de grande quantidade

de insulina. RO: reconhecimento de objetos - aquisicdo; T: teste; E: eutanasia.

Figura 2: Curva de doses de insulina. Apds comprovacao da hiperglicemia (dados ndo mostra-
dos), os animais foram divididos em 3 grupos, de acordo com as diferentes doses de insulina: 5
U/Kg (A), 10 U/Kg (B) e 20 U/Kg (C). Os animais receberam injecdes de insulina subcutanea
a cada 12 horas e a glicemia foi verificada no 5°, 13° e 21° dias de tratamento com insulina. As
medicdes foram realizadas antes da injecdo (zero), 2, 4 e 6 horas ap0s o tratamento com insu-
lina. Os animais permaneceram em jejum durante as medicGes. O tratamento com dose de 5
U/kg reduziu a glicemia, a niveis normais, por apenas duas horas apds o tratamento e somente
nos 13° e 21° dias (*p<0.001). A dose de 10 U/kg reduziu a glicemia por 2 horas ap0s a injecdo
no 5° dia de tratamento. Apds o 13° e 21° dia, a dose foi efetiva em manter a glicemia abaixo
de niveis hiperglicémicos por até 4 horas (*p<0.0001). Ja a dose de 20 U/kg reduziu, significa-
tivamente, a glicemia no 5° dia de tratamento. No 13° e 21° dia, foi efetiva em manter os animais
em normoglicemia por até 6 horas apos a injecdo (*p<0.0001). Resultados representados por

média. n= 7 animais/grupo.

Figura 3: Dosagens da glicemia e consumo de agua nos grupos controle e tratados. Constata-
mos que todos os animais apresentaram estado hiperglicémico trés dias apos a administracéo

de STZ, visto que exibiram glicemia acima de 200 mg/dl (média: 390,9; desvio padrdo: 117,15)



60

(A) e que a glicemia casual dos animais T1 encontrava-se controlada e significativamente menor
que o grupo TS e SS (**p=0,001), no momento da cirurgia (C), indicando a eficiéncia da insu-
lina em manter a glicemia em niveis mais baixos que 0s grupos tratados com salina. Observa-
mos que a glicemia do grupo Sl é estatisticamente menor que do grupo TS (*p<0,01). Em
relacdo a ingestao hidrica (B), observamos que esta foi maior nos grupos que receberam STZ,
confirmando a presenca de polidpsia induzida ap6s a administracdo da droga (p<0,0001; area
sob a curva dos dias 4 a 19). Em relacéo a variacdo do peso corporal dos animais no ultimo (19°
dia) e primeiro dia de tratamento (4° dia), observamos que todos os animais tiveram reducdo do
peso corporal em relacdo ao primeiro dia de tratamento. Resultados expressos em média + SEM.

n=10 animais/grupo.

Figura 4: Curva de sobrevivéncia avaliando a sobrevivéncia dos grupos TS e TI. Observou-se
maior mortalidade no grupo TS que apresenta estado hiperglicémico e ndo recebe tratamento

com insulina (p=0.037). n=10 animais/grupo.

Figura 5: Distancia percorrida e velocidade média nas sessdes de habituacdo, no 1° (A e B,
respectivamente) e 2° dia (C e D, respectivamente) que antecederam o teste de RO. A distancia
percorrida e a velocidade média sdo estatisticamente diferentes entre os grupos sham e TCE em
ambas as sessdes, 0 que indica a presenca de hiperlocomoc¢éo no grupo trauma, que néo foi
alterado com administracdo de insulina (*p<0.0001). Resultados expressos em média + SEM.

n=10 animais/grupo.

Figura 6: Distancia percorrida minuto a minuto na sesséo de habituacdo ao aparato. Observa-
mos que houve habituacdo dos animais ao aparato dada a reducdo da média da distancia per-
corrida e pela reducdo da locomocéo nos minutos finais do teste. Resultados expressos por

média. n=10 animais/grupo.
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Figura 7: Teste de reconhecimento de objetos. Na sessdo de aquisicdo, 0s animais exploraram
0s objetos de maneira similar, ndo havendo preferéncias na exploracdo dos mesmos (p=0,99)
(A). Em relacdo ao tempo de exploracéo total dos objetos na sessao treino, os resultados mos-
tram que os animais do grupo TS gastaram mais tempo explorando os objetos, quando compa-
rado aos animais TI (*p=0,009) (B). Na sessdo teste, todos 0s grupos exploraram mais o0 objeto
novo, exceto o grupo TS, que explorou de forma similar os objetos novo e familiar (C), o que
indica prejuizo na memoria de reconhecimento no grupo TS. Resultados expressos em media +

SEM. n=5 animais/grupo.

Figura 8: Imunoquantificacdo das proteinas pIRS-1 612 (A) e IRS-1 (B), que ndo apresenta
diferencas entre os grupos experimentais. No entanto, na razdo pIRS-15% 612/|RS-1 (C) obser-
vamos um aumento, na presenca de insulina, somente no grupos sham (p=0,016), contrariando

0 observado no TCE. Resultados expressos em média + SEM. n=4 animais/grupo.

Figura 9: Imunoquantificacdo das proteinas GSK34 5% ° (A), GSK3p (B) e a razdo GSK345
%/GSK3p (C). N&o ha diferencas no contetido das proteinas entre 0s grupos experimentais. Po-
rém observamos diminuicao da razao GSK3p%" %/GSK3p no grupo sham-hiper em relagéo ao
controle (sham-normo, p=0,016) e que a presenga de insulina nédo foi capaz de promover au-
mento dessa razdo na presenca do hormonio. Resultados expressos em média + SEM. n=4

animais/grupo.

Figura 10: Estados respiratérios mitocondriais. Dados sdo expressos pela % do consumo de
oxigénio basal de cada amostra. Observamos que 0 consumo de oxigénio é menor no TCE
normo, em relacéo ao controle (sham normo), nos estados de OXPHOS (CI) (B), maximo OX-
PHOS (D) e OXPHOS (CllI) (E) (*p<0,01). No estado Leak (A), ha aumento do consumo de
oxigénio no grupo TCE-hiper insulina comparado com o sham-hiper insulina (*p<0,01). Ja o

grupo sham-hiper insulina tem diminui¢do no consumo de oxigénio em relagdo ao controle nos
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estados de OXPHOS (CI + CIlI) e maximo OXPHOS (C e D, respectivamente) (*p<0,05). Re-

sultados com média + SEM. n=7 a 10 animais/grupo.

Figura 11: Avaliacdo da producéo de peroxido (H202) nos diferentes estados mitocondriais.
Observamos que ndo ha diferencas entre 0s grupos experimentais nos estados mitocondriais
analisados. Até o momento, o n amostral varia de 1 a 3, visto que esses dados encontram-se em

construcdo. Resultados com média + SEM. n=1 a 3 animais/grupo.

Figura 12: Viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico de MTT. Néo houve diferencas na
viabilidade celular entre os diferentes grupos experimentais, 24 horas apés o TCE (p=0,40).

Resultados expressos em media + SEM. n=4 animais/grupo.
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Figura 1: Desenho experimental do protocolo 01.
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Figura 2: Curva de doses de insulina.
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FIGURA 3
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Figura 3: Dosagens da glicemia e consumo de agua nos grupos controle e tratados.
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FIGURA 6
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FIGURA 8
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Figura 10: Estados respiratorios mitocondriais.



FIGURA 11

A LEAK B OXPHOS (Cl)

-
o
o

7

n

[=3

o
1

-

=3

o
1

Porcentagem do basal (%)
Porcentagem do basal (%)

50
04
o @ &
& & &
&O\ G"\Q
& ™
C OXPHOS (CI+Cll) D MAX OSPHOS
;\; 250+ ;\: 300+
z 2004 2
-g -g 200+
3 150+ )
g 100 g
> 2 100+
g 501 5
o Q
& o & ol
o < 2 ® o < 2 @
& £ & o & & & &
K L N > 3 L N N
X D & {\o" ° D & {\‘\a
«“\o & é“o &
\;0 B \\O B
E OXPHOS (ClI)
= 500+
= B Sham
§ 4004 @l TCE
3
O 300+
k-]
§
o 200
&
S 100+
4
£ o
o < 2 2
& 2 & &
N\ & S S
O R \oa‘) ,\oe"
o &
& RS

Figura 11: Avaliacéo da produgdo de perdxido (H202) nos diferentes estados mitocondriais.

E Sham
@@ TCE

BB Sham
@@ TCE

72



FIGURA 12
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nossos resultados evidenciam que a hiperglicemia, no TCE, promove prejuizos na me-
moria de reconhecimento e aumento na mortalidade, dados que corroboram com a literatura
clinica e experimental e s&o prevenidos com a administracdo de insulina. Agudamente, o TCE
promove resisténcia a a¢cdo da insulina em fatias hipocampais e redugéo no consumo de oxigé-
nio em condicBes saturantes de ADP, efeitos anulados na presenca de insulina. Esses dados
demonstram a importancia da insulina na prevencéo de efeitos deletérios desencadeados pelo
TCE, tanto em fases agudas como em fases cronicas.

Embora nossos dados sejam preliminares, apresentam consisténcia e uma gama de opor-
tunidades para investigacOes futuras, com algumas hipoteses ja em desenvolvimento experi-
mental. Observamos que ha presenca de alteracbes mitocondriais, em animais TCE, 24 h apds
0 trauma e que fatias hipocampais, de animais sham, sdo responsivos a insulina, confirmando a
integridade da via de sinalizacdo do hormonio nesse grupo, contrariando o que foi observado
no grupo TCE, no qual ndo houve ativacdo do feedback negativo da via.

Em suma, pretendemos explorar com mais precisdo as alteragdes mitocondriais agudas
no TCE; quais os possiveis mediadores das variagdes observadas e quais os efeitos, a longo
prazo, essas alteracdes podem acarretar, na busca de identificar os mecanismos envolvidos no
TCE. Almejamos, também, direcionar os estudos as proteinas da via de sinalizacdo de insulina,
buscando compreender quais as modificacdes pos-trauma ocorrem nessa via, identificando os

efetores que desencadeiam efeitos positivos no TCE.
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